Oligoprolin als molekulares Gerüst für multivalente, peptidische Tumor-Targeting Liganden by Kroll, Carsten
Oligoprolin als molekulares Gerüst 
für multivalente, peptidische 
Tumor-Targeting Liganden 





Inauguraldissertat ion 




!





$ 

	 




Carsten Kroll 
%
&



#)'(*




Originaldokument gespeichert auf dem Dokumentenserver der Universität Basel 
 edoc.unibas.ch  
 
Dieses Werk ist unter dem Vertrag „Creative Commons Namensnennung-Keine 
kommerzielle Nutzung-Keine Bearbeitung 3.0 Schweiz“ (CC BY-NC-ND 3.0 CH) lizenziert. 
Die vollständige Lizenz kann unter
creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/ch/  
eingesehen werden. 
 






	













	








    









        	
        

 



"-')$" &)"+.,),&+)&$"+,& -'&)'7	$%&&%)* "&)"+
-'& #+') CAAH "* ),) CABB % ()+%&+ !%" ) !"$'*'(!"*!8
+,)."**&*!+$"!&#,$+1+)&"-)*"+1+*$,)! 2!)+7


		

7)'$$57&*"57"&"& )57'"+05	77#?&	7&&%)*?5 9	/)"
'%*"&&$' ,*6'%"&"& & '&"*+&&&+ '&"*+"&"&"*+&*')
(+"%"0,%')) +"& :  
5 !5BGHID8BGHIG7


	


'*+)69$" '()'$"&**,$+"-$&+'$*'),%')) +"& +')*9
EF2) &*+'#'&)&=	'&)&'&+)'!%"*+)/>5),&&&5"
CABA

'*+)69$" '()'$"&**,$+"-$&+'$*'),%')) +"& +')*9
DB,)'(&(+"/%('*",%5'(&! &=1&%)#>5(+%)CABA

,)0-')+) 69$" '()'$"&**,$+"-$&+'$*'),%')) +"& +')*9
F "&+) '&)& ' +! ,)'(& '"+/ ') '$,$) 
% "&  < @%) "& 

% "& +!'*"&""&@5
*	',!*=)&#)"!>5&,)CABB

,)0-')+) 69$" '()'$"&**,$+"-$&+'$*'),%')) +"& +')*9
BA)%&(+"/%('*",%5)$"&51)0CABB

'*+)69$" '()'$"&**,$+"-$&+'$*'),%')) +"& +')*9
$$+"& CABB5
,*&&5(+7CABB

,)0-')+) 6 ;$" '()'$"&8'$* ') +! '%"&+"'& ' 8  '&"*+* &
&+ '&"*+*9 DA 
&+)&+"'&$ /%('*",% ;"'+"- 
*'+'(* "& $"&"$ ""&
&*)!95	' *+"&=*+))"!>5&,)CABC
 
























	



 

	

%('5 &$"& &( ## 1& .%($&#  ) & 
&!/ *$#
)"$&.!!# 1&,%&"&( '#5  0### 1&  #$'(  )# &% *$#
)"$&& &# )###)(.(+&#6&'(&#7!'#%(7.%($&97:
'(#''$#&)&)'(7)#&$'(( &.#$"#1&,%&"&()#'(!!(&#
#(&''#(' &( &6 & 7.%($&  ## '$+$!"( $#'(#+ )"(
#($#'(# .!( .)& #&&)# *$# $ (*(/( " )"$& #'()&(
+&#6
#'&&('(!!#+&	-&!##*$&5$&(!*$#$#'(#
9!#'"& )'+')# )' " )"$& )&)# *$# 
#(&#!'&)#: "( #
$&(!# *$# #($#'(# 90& )#" # # )"$&5 +! "& .%($&#
)##+&#:##"$! 1! $"#&#6
.)+)&#.$%&$!#7!(
!$%&$!#5')&&(/()#!(
)# ($#!'&& ( )'.##5 !' "$! )!& &1'( #)(.(6 ' +)& #
"$)!& -#(''(&( &&((5  ' )'""#'(.# *&'#&
%()'(# &!)(6  )'(# +)&#  8! 87 ($# )' #"
)# ($#!'&(#&$!#(&"&)##"'1(.(#$#'(#$&#($#'(#1&
# 7.%($& .)'""#'(.(6 & ' (&(+)&# .# *&'#
"$#$757)#(&$*!#(##.)".!(#&(#*$#1&,%&"&(#
7.%($&#)&$'(( &.#$"#)#(&')(6
!!,%&"#( .(#5 ''  #)&(# 	-&%%( )(! ''&
#(&#!'&( +&# !' .)*$&  ##( $"'#&*(6 )" .(# 
,%&"#(5 ''  # # #(&#!'&(" %( *$# " '(# .+'#
$#'( )##($#'( /#(5 )# ' ## $%("!# '(# *$# <; .+'#
###)#'!"#(#(6
#&,%&"#(#"(()"$&(&##/)'#
+&  )#" # # )"$& *&!# "( # &#.# )(! 0&6
!.( !# ' )& ' 	-& $#.%(5  )'+')# )' " )"$&
)(!.)&).&#61&$)#"#)"$&.!!+)&#	-%$('
#(+ !(5&)&)(5'''(#..+'####)#'!"#(#
"'(#&#"0!##)#''(!!#'.%($&'#('%&(6

 	

"%-#! $%% %!#"%!#$!'#)"#$$! %&!#$#
%%#%' !# !&#     %#"*.  $%# /#$  ""% #"%!#
2
/
3$!'#)"#$$! "#!$%%/ #$%%&!#$ $%#!#  %#$% 
%#%.  
/
    %#% !% (% ! $%    %! $%$ %! '  
 # %!#! $ %%&!#.# ("#$ % !'""#!%!(#$
&%/ %#!' %#!%##$!#%&!#%#% .#$"* %#$% 
!     ! $%      %! $% !   #! # $!    
$% $.&*# $*! %"!% *! %! $%$2&"%&
%! !#    $%$3 (% % "#!"#%$ ! ! $%$ 2$!( ($!&% & %!
 %# +%! 3 %#!#%!#%&!#&"%.
	 !&#""#!+!/& %! +!!"#! $#&$$-! !#%! *
(/  $!$ %! $"* ""% %#%  '%!#$. $ %#%  '%!#$-
!$ ! $%$  %! $%$(% %*%!(#$$%# #$ ""%
#"%!#$ 2
/
3 # "!*. ! &%!  %! % $! $   ' '
!""#%*+0$%#*1.!&#$* %$$!%!&$$"#!#
!  $! $&""!#%. %! *-  /%!# ($  %#!& !#   (%
# %#!%$.
$#$!!&$-#  %*" !"!$%! !%%#% '%!#$$ 
$* %$+.$%&$(%588
& $$!() %   
 %# +%!  ! %  !' *#  $.  )"# %$ $!(- %% % &"%
" $! %$% %( %%(!   %$ %%%#$ !"%
$% !64%( % %(!#! %!  %$. $!(%79
 $! $%#%% $"&"% %%&!#.!$%#&%! 
)"# %$ $!( %% %&!# &"% ! % $% *#   $ & #
!"# %! $%$! !' % ! %#!$-  ($!&% $ $!(#.*"!%$$ $
"#$ %(%)" %&"%!%$%*# .



 




"& )*+) ,&  )2**+) &#  !+ & )'8 	$% &&%)* 4) * *(&&&
!%,&"&  ")++),,& %"&)"**)++"'&8*!+-"$(** %!+%"+
"!) 0,*%%&0,)"+&7 "!) "*+)&)+ ,&".)+-'$$& 
&!&"*
)"+,%-"$*)"!)+,&-')& )!+8

)'8	$%,+1# 4!)+&$$* )'3)&#4)*"&&"+) 0,)&+."#$,& 
* "&+)**&+& !%*8 ,**)% 4) " -"$1$+"  &+)*+4+0,& %"&) )"+
%"+*"&))"!&)!),& 8

)'8$')"&#%2!+"!&#&4)")&!%*')))+*8

* .)  )'3)+" 7 "$ * )"+*#)"** &&%)*  .*& 0, *"&9 " $$&
#+,$$& ,& !%$" & "+ $")& %2!+ "! %"! 4) " #'$$ "$ ,&
,&+)!$+*%+%'*(!1) "% 
') &#&7 *.) "& +'$$ "+%"+ ,!7 &"!+
&,).1!)&))"+*'&)&,!)4)!"&,*9

)8 '*$ &*" 4!)+ %"! "& " $$/()"%&+ "&7 ,&+)*+4+0+ %"! " )
,*.)+,& )) &"**,&.)"%%)"& )'**	"$84)%2!+"!
%"!""!)!)0$"!&#&8

-'&& ")7 )")"# "&"& )7 $&" ',)&" ,& )8 $('%&" &" -'%
&"-)*"+1+*#$"&"#,%)",) &#"!4)".)+-'$$&+)*+4+0,& "&
,&   /()"%&+&8 
& "*%,*%%&!& %2!+ "!%"! ,! " )'8
'$ & )&#&7**"!"*-$,"),& &"%
&*+"+,+4),#$)%"0"&
:)",) "8)8;,)!4!)&#'&&+8

+&" '"+07 &)* '$ ,& )+"& ! :	 4)"! ,& 
; &# "!
&$$* &0!)0$"!4)"!)&."!+" &"+) 0,&$$/()"%&+&8

* % ) )#*+++ % ()+%&+ !%" !+ *"! %"+ "!)) ),&$"!&7
,&#'%($"0")+&)+,&*++*#'%(+&+&	"$"& )'3*&#*!2&-)"&+8
 

 $  !## &- " &!  !""    "#!#%
-""$$ '!#!#.

)#"&#!!%!"#(#"-&'!"
#$!
+!+!'#!"#+#'$!""!##.


!!$%#$"-!"#!	+!-"""!+!
&!$"#.&!!*!$!"#!%!!#
$#$""#!#!#"/"#!$#%##.!0

! #'# $ &#"#  #   &$!! -   !
$#!"#+#'##$""#)&"&(!.
 -

Inhaltsverzeichnis
1. Einleitung          5 
2,2, !           5
 -*-*-*"&!,
      2
2,3,"-
'" '" ( !'!!# - "  9
 -*.*-*         4
 -*.*.*       --
 -*.*/*!!      -.
2,4, !"" '         24
 -*/*-*% #"  %    -0
2,5, !" -
!"
'" !# ! "  26
 -*0*-* '%  "+ -2
2,6,- ""
'" #'% "'"+  
 !"#"!"       31
2,7,
#"$"	-
'" " "     33
 -*1*-*	! " ) '!   .0
2,8, .#"!  ""  " 
 & - "        38
2,9,# /0-"&! "2*4- &"   41

2. Zielsetzung        42

3. Synthese der Liganden       44 
4,2,! !- #"     44
4,3,&"!!" "         46
4,4,#!!$ #( &"!  -
 !#"         47
 /*/*-$ "       /1
 /*/*.%!  
      /2
 /*/*/* '	! !   /3
 1
4-5-&"! & ","!#!"  4:
 2+3+0$)'%!    28
 2+3+1$"$!   3/
 2+3+2$$	     31
4-6&"! "  
 #!"
)!#    54
4-7	# "&! "2,4. &"'### 
  .!	#"       56
 2+5+0*--, 
   34
 2+5+1+*--,&      38
4-8- *# #!"# !"
!    65
 2+6+0+
      46
4-9-#&"! #"* /#40      6:

4. Biologische Evaluierung der Liganden     73 
5-2-"#'# " ! # !. #"  73
 3+0+0+ #  53
 3+0+1+ #  54
 3+0+2+ #$   55
 3+0+3+$%   !$3   58
5-3-"#'# %" ! ##!!'"     84
5-4-!"# !!'"!!""# '
 $ * #!!"       84
5-5-
 (!% "       89
 3+3+0+

.
, $3     7/
 3+3+1+  $3    72
 3+3+2+

  !$2     76
 3+3+3+

, !9     78

5. Zusammenfassung und Ausblick      :1
 5
6. Experimenteller Teil        @9 
=282%.'(!'%!        @9
=292,!'&%&0'-'!" &!3#'&$(!-!   @:
 8-4-3- 
 "'# !"!!&"!$!*"'",
 & "! $"      ;5
 8-4-4-&"!$& "! $"    ;9
=2:2,!'&&0'-'%#'("%'%',"%3	%-   877
 8-5-3 
 "'# 
"!&"!#4. " "& .	 ' 322
=2;2#'&,!'&!!/&(!        87;
 8-6-3-&"!!.
 .01'.
 .	35    326
 8-6-4-&"!!.0
 15.	#!"!38    334
=2<2
(#%',&%'-3!,"'"!!5446   88=
 8-7-3-//.")!#      338
 8-7-4-//." !"
!     33;
=2=2&'#&!&,!'&%"#%"!3" &!"!('8387  897
=2>2,!'&)"!         8::
=2?2,!'&)"!
5(:6       8:<
=2@2+#% !' '(')%'!( "%-!    8;:
 8-;-3-
" ! #!% "      366
 8-;-4-(""#!% "'# !"# !!'"!!"" 369
 8-;-5-%" ! #        36:
=2872+#% !' '( "%3'%!!.(&!    8;@
 8-32-3-
          372
 8-32-4-!" #"        372

7. Anhang          8<8 
>282%!-!          8<8
>2920%-(!!          8=8
>2:23&#'%"&"#&!,&)"!" &!3"!(%'!
 "#%"!!!!*%')"!"&#"#3&!   8=:
>2;2'%'"&'%('"!&'!)"!	,%!9   8=>
 @
1. Einleitung 


 !&/$& $$ !% %&* $! & 1)() !*+ )0) * #'%($++& ),+* ,&
*!+/+%!+-!$% )	&')%+!'&$**!"%$*), &.!)7$$& &%!+!
0 !#!+5 *! .!+) /, &+.!#$&,& *!  &).&,!$,& /,+!$!&5
, .&& ) !&+$!  &+.!#$,&*()'/** * )&!*%,* $& * $'**&
!*+7!*0 !#!+.!)!%')+* )!+&&&&,)&' 2)!,& !$,&,&
&,*+,* $+)$$&&1+!+7!2)&'+.&!,+'&'%!,&!$*!+!#!+
!++ ) ,  !*!#&5.&& !& $$ ,)! , )!&')%+!'&& #'%%+5 !
&')%$).!*!&#+!-*!&5')),+,) 
,++!'&&-)0&)+.!)7	&)'$
#1&&& *!  !&* +& .! &')%$*  *+,% ,& !)*+&*0 !#!+
&+.!#$&5 ! ) $$ )$,& ,* ! )) !&+$!  -')* && '$$
,*/,) &5,&*! &! +% )&!$&/, $+&7'.!),*!&)*,&&5
,+)+!&$$!&1*)+!$$5!),*&*(,&#+2)!&&,%')5$*'!&
)*)#)&#,&5 *!& #&&7 ) ))! ;)*: ,%**+ % ) $* !& ,&)+
1*)+! )#)&#,&&5 ! *!  .!),% $$ %!+ ,&+)* !$! &
,%')!&* +&/!&#1&&&7<>=

0$+%&&')%$5*,&$$&!&,$+,)5,&+)* !&*!*! ,&)*+&$!#
&,) )!&2! -'&!&))*/$$7! *+,%*8,&!$,&*)+& *!& *'$&
0 &$! 5 .! ! $$& $+/ /,% *&  & ,& &2& *+,%*#+')&
-') &&*!&7)*+.&&)'&)+)!* $#'%($++%!+$$&#+ !*+5
/!+ *!  ) &+)* ! *!&!!#&+6 ')%$ $$& *+$$& ! )  *+,% !&5
)*/$$&&. *&,&#'&+)'$$!)+.!+)5 * !$& *!  $$ ,&7$ 
#+')& !&$,**& ! !$,& ,& *  *+,% ,& *!& -)&+.')+$!  2)
!*&+$&&+)* !9<?=

 %!++$).!$!&%!)+$" ) ,&)+ +!)*')* ,&)'**')+* )!++
/, -)/! && ,& 2) *')+5 ** &')%* !**& 2) ! )* & ,& !
 &$,& ) )&# !+ -') && !*+7 	& ! )% !&* $0!% ,*+/ : 
 :
	#$ !  #1586 $#  	   &  # $$ *&#&   

# *" *&#&!#& -# 0&%!#  *&  /$$$ 
   !&##/ !$# &  *&+## # #&$#$%$#%
%/ $% !#$!#  $ #$#% '!# 0$
# & #$ %"&$/(    %/$$ %*%  
!&#$ #$%* /-#
#!#%! /# *#& & &
-#   %! '# %(!#% $ 0 
    *(% / #$% -#* #$   
'(/  #   &%!#    $%$ &  %$ # &  #(%#  $
! *"% % *&$+%* & *( #%#$%/  ,## $  -# 
&!# %$%& 30740596

Abbildung 1. A Ein Tumor aus einer klassischen, reduktionistischen Sichtweise bestehend nur aus 
Krebszellen (überholt); B Ein Tumor als komplexes, heterogenes Gewebe mit einem Mikroumfeld aus 
kooperierenden gesunden Zellen; C Die notwendigen Merkmale und Charakteristika nach Hanahan 
und Weinberg, die ein Tumor entwickelt und benötigt. Alle drei Grafiken übernommen und angepasst 
aus [3][4] 
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Abbildung 2. Entstehung eines Tumors und verschiedene Stadien der Krankheit (vereinfacht) 

 %&!' "$%!

	'!!$!$%#$'!!#& )0
% +!! % .$ 85 9 $ ("! 	$% ($'$%&! "%, ($!&)"$&1
#&+! !   
$!% '% ! %&$'&'$! '!&"! '! )%! !
%$"'!%$&'1#&%)!&&!0($%!
'%&!+! !  	!, '! "$,'  %"!$!0  % '%!1 ' "$ 
%!!!&%#$!!)$!


	!!!&2%$"%&&$+ " %&
!%#$.$1
!$ ' "$&*#! %! 	  $! $%#$'! !  %!*  0 %"
($!!  ) !0 , &""% ! -!!! +' 
*#" ! '&$!
'! +'
',  .$!1'%!'$"&"$ !!-!!!" 0"%&" 
'!!$' "$%$(!%*%& %!&%&!1 !! %" !&$!+$&0
%%  '$%#$.! $'!& !& %&  & )$! !!0 %#$&  ! ("!
!#%&%!' "$!1
Gesunde Zellen
Blutgefäß
Aktivierung 
eines Oncogens
Premaligne Zelle
Proliferation & 
Entdifferenzierung
Mutation & 
Selektion
Maligne Zellen Primärer Tumor
Angiogenese
Dissemination
Metastase
 =
			
	
	
	

#*1& 
#$&## &  30:8?4$ 
#$## &  39;?4
*(%+&$% !$&#$   ($%  + #  ( &%$ 5876 &  #
(*05886 #$ /  *&    '!## 
"% $#   ,$#% 
#+ #&   -#  ,   / $  '+%/     $(#% $%  $$! #
! $&$#&  -# '#&% & '!  * &  #$## &  
+  #  3<287  #& 4 &  $  %$ # $!%!# (%##

#$## &     &  &   /   # "$#,# &   
!"0
 $& # +#& &   (&   $%%$%$$$!#,  
##$ *& ##  / '#  %!   $  # &"%'#&#$# '! 
+#&%%#$#$/ $ 1 &  
# #$    +& &     *&#-1
 /#&)"!$%!  -# *#!  %! *&#--#%(# 0
& ' !   $%#&        $  ! (#  &  ! $# 
%#& '##,$$#%#/ &+& #-$ #$*&##  0


Abbildung 3. Tumorhäufigkeit und Überlebensrate, Zahlen für Deutschland im Jahre 20065896 
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Kreisfläche reflektiert Anteil an allen 
Krebssterbefällen (z.B. Lunge, Männer 
25,7 %; Speiseröhre, Frauen 1,1 %) 
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Tabelle 1. Gängige Therapienuklide 
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Tabelle 2. Ausgewählte Patientenstudien mit verschiedenen radiomarkierten Peptiden für PET und 
SPECT[52]. Für die Strukturen der untersuchten GRP-R Liganden siehe Abbildung 8. Soweit nicht 
anders vermerkt, sind die gelisteten Liganden Agonisten für den jeweiligen Rezeptor.
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Abbildung 5: Genereller, schematischer Aufbau von Radiometall-konjugierten Peptiden zum Tumor 
Targeting  
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Bifunktioneller Chelator, 
mit Radionuklid markiert
Linker bzw. Spacer Peptidischer
Targeting Vektor
Rezeptor Zelle
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Abbildung 6. A Bombesin; B GRP, identische Aminosäuren von Bombesin und GRP sind in grün 
hervorgehoben; C Rotbauchunke Bombina bombina  
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Gastrin-releasing Peptide: H2N-Val-Pro-Leu-Pro-Ala-Gly-Gly-Gly-Thr-Val-
Leu-Thr-Lys-Met-Tyr-Pro-Arg-Gly-Asn-His-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-CONH2
A
B
CBombesin: Pyr-Gln-Arg-Leu-Gly-Asn-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-CONH2
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Tabelle 3. Übersicht über die GRP-R und NMB-R Überexprimierung auf verschiedenen Tumoren8?@98?A9
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Abbildung 7. Autoradiogram 
eines Prostata - Gewebe-
schnitts mit 125I-Tyr4-
Bombesin. Das invasive 
Karzinom zeigt eine hohe 
GRP-R Dichte (Ca, schwarz), 
das umliegende hyperplast-
ische Prostatagewebe (ph, 
übermässige Zellbildung) 
weist keine GRP-R auf.[64] 
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Abbildung 8. Ausgewählte Liganden für den GRP-R. AMBA, RP527 und DOTA-Pesin sind Agonisten, 
BZH3 hat Affinität zu allen drei Bombesin-Rezeptor-Subtypen (“Pan-Bombesin“ Ligand). RM1, 
Demobesin 1 und AR06 sind Antagonisten. RP527 und Demobesin 1[23] sind als Tc-Komplex gezeigt, 
die DOTA Chelatoren von AMBA, DOTA-Pesin, RM1 und BZH3 als Markierungsvorläufer ohne Metall. 
CB-TE2A ist ein spezieller Chelator für die Cu-Markierung. 
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Tabelle 4. Biodistributionen der verschiedenen GRP-R Liganden im Tierexperiment. Die Strukturen 
sind in Abbildung 8 gezeigt. Demob. = Demobesin 1; AR06 = CB-TE2A-AR06 
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Abbildung 9. Stammbaum der GPCR – Grafik von http://gpcr.scripps.edu/ (Dez. 2011, noch nicht alle 
aufgeklärten Strukturen markiert) und die erste Rhodopsin Struktur (Palczweski et al. Science 2000) 
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Abbildung 10. Der Scatchard Plot eines 
Bindungssättigungsexperiments mit Somatostatin 
- Rezeptor 3 exprimierenden HEK-Zellen zeigt 
eine deutlich höhere Nummer an Bindungsstellen 
(Bmax) für den Antagonisten 111In-DOTA-sst3-
ODN-8 (Bmax = 354 ± 14 pM) als für den 
Agonisten 111In-DOTA-NOC (Bmax = 23 ± 1.0 
pM). Diagramm übernommen aus [21]
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Abbildung 11. Mögliche Interaktionen zwischen 
Rezeptoren und multivalenten Liganden. Grafik aus 
[94]. Die Chelatbildung A ist das klassische Beispiel 
für eine multivalente Interaktion. Die Bindung an 
eine Nebenstelle ist ein Spezialfall, für Rezeptoren 
die eine zweite, allosterische Bindungsstelle haben. 
Die “zufällige Bindung“, in der englischen 
Originalpublikation als “Rebinding“ bezeichnet, 
beschreibt den Effekt, dass im Moment des 
Wegdissozierens eines multivalenten Liganden der 
Rezeptor eine erhöhte lokale Konzentration an 
potentiellen Bindungspartnern sieht – „Rebinding“ 
ist wahrscheinlicher als für monovalente Liganden 
in der gleichen Situation. 
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A) Chelatbildung
B) Bindung an eine Nebenstelle
C) Aggregation
D) zufällige Bindung
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Tabelle 5. Übersicht über peptidische multi- und heterovalente Liganden für Tumor Targeting 
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Abbildung 12. Model der PPII Helix mit allen Amidbindungen in trans Konformation (oben) und der 
kompakteren PPI Helix mit all-cis Amidbindungen (unten) 
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Abbildung 13. Model eines Oligoprolin-12mers in PPII Struktur mit Aziden an jedem dritten Prolin. 
Ansicht entlang der helikalen Achse (links) und seitlich (rechts). 
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Abbildung 14. A Funktionalisierung eines Azidoprolin-haltigen Peptids zum entsprechenden Triazol-
haltigen Peptid via “Click“ Reaktion (B) in situ Reduktion der Azidogruppen mit anschließender 
Acylierung (unten) in Lösung.[123] C Abwechselnde “Click“-Reaktionen und Peptidsynthese an der 
festen Phase führen zu vielfältig dekorierten Oligoprolinen[120] 
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2. Zielsetzung 
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Abbildung 15. 
Konzept zum Targeting von GPCR 
mit Hybridliganden 
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Abbildung 16. Hybridligand für den Gastrin-releasing Peptide Rezeptor, der aus einem Agonisten und 
einem Antagonisten aufgebaut ist. Die Peptide sind jeweils abgeleitet von der Bombesinsequenz und 
verknüpft mit einem Azidoprolin-haltigen Oligoprolin als rigides Gerüst. Der DOTA-Chelator erlaubt die 
Komplexierung verschiedener Nuklide. Rechts die vereinfachte Cartoondarstellung. 
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3. Synthese der Liganden 
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Abbildung 17. Heterobivalente Oligoprolin-Bombesin Konjugate 1-3 mit varriiertem Abstand (d) 
zwischen den beiden Bindungselementen 
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Abbildung 18. Die monovalenten Oligoprolin-Bombesin Konjugate  
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Abbildung 19. Die homobivalenten Oligoprolin-Bombesin Konjugate mit agonistischen (7 und 8) und 
antagonistischen (9 und 10) Erkennungsmerkmalen 
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Abbildung 20. Synthesestrategie A mit “Click“-Reaktionen an der festen Phase am Beispiel des 
Hybridliganden 2 
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Abbildung 21. Synthesestrategie B mit “Click“-Reaktionen in Lösung und Verknüpfung der Bausteine 
auf der festen Phase am Beispiel des Hybridliganden 2. 
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Abbildung 22. Die alkinylierten Bombesinderivate 11 und 12 mit Schutzgruppen (rechts) und die 
beiden Referenzverbindungen RM1 und AMBA mit den gleichen Erkennungssequenzen  
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Abbildung 23. Die Oligoproline wie sie für die beiden Strategien benötigt werden – gebunden an die 
feste Phase (A, 17 und 18) und als trimere Fmoc-geschützte Bausteine (B, 13 und 16) 
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Abbildung 24. Die beiden Chelatoren DOTA(tBu3) und NODAGA(tBu3) 
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Abbildung 25. Festphasenpeptidsynthese des alkinylierten agonistischen Bombesinderivats 12  
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Abbildung 26. Festphasenpeptidsynthese des alkinylierten antagonistischen Bombesinderivats 11  
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Verbindung   Sequenz 
Bombesin: Pyr-Gln-Arg-Leu-Gly-Asn-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH2 
Agonist (geschützt):  12 Prs-βAla-Gln(Trt)-Trp(Boc)-Ala-Val-Gly-His(1-Boc)-Leu-Nle-NH2 
   19 Prs-βAla-Gln(Trt)-Trp(Boc)-Ala-Val-Gly-His(1-Boc)-Leu-Met-NH2 
   20 Pes-βAla-Gln(Trt)-Trp(Boc)-Ala-Val-Gly-His(1-Boc)-Leu-Met-NH2 
Antagonist (geschützt): 11 Prs-βAla-D-Phe-Gln(Trt)-Trp(Boc)-Ala-Val-Gly-His(1-Boc)-Sta-Leu-NH2 
“Demobesin“    - Prs-βAla-D-Phe-Gln(Trt)-Trp(Boc)-Ala-Val-Gly-His(1-Boc)-Leu-NHEt 
Abbildung 27. Übersicht über die synthetisierten alkinylierten Bombesindervivate. 11 und 12 wurden 
für die Synthese der finalen Oligoprolin-Bombesin Konjugate verwendet 
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Abbildung 28. Prs-βAla-[Tyr3]-Octreotat 21, 
mit Schutzgruppen vom Harz abgespalten 
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Abbildung 29. Syntheseschema zur Darstellung des funktionalisierbaren Prolin Bausteins 13 

HCl·HN N N
O O
OH
O
N3
HCl·HN OMe
O
OH
BocN OMe
O
OH
BocN OMe
O
N3
Boc2O
1. MsCl
2. NaN3
22 23
HCl in Dioxan
24
HCl·HN OMe
O
N3
Boc-Pro-OH
Boc2O, DMAP N OMe
O
N3
BocN
O25
N OH
O
N3
BocN
O
LiOH
H-Pro-OMe·HCl
EDC·HCl BocN N N
O O
OMe
O
N3
1. LiOH
2. HCl in Dioxan
2726
FmocN N N
O O
OH
O
N3
Fmoc-Cl, NaHCO3
28 13
74 % 89 %
98 % 34 %
quant. 64 %
90 % (two steps) 82 %
 BB
2(   /$*) ) 0 %+$!* %$" ) (*$7(%" $*( #()  -+( 0+$1)*
	/(%./&(%" $#*/")*(# *(%7+*0(+&&)2*0*9:6!* , (+$
( 	/(%./+$!* %$ +( 
)/""%(  -+( ) ()+"* ($ 
)/"* +(
*( +#0  +$*( 
$,() %$ ) *(%0$*(+#) )+)* *+ (* 9:6  ( %7
$*)2*0+$-+(- $,%$$)( $$/$*)$+$*()+*5% 2(
  &* !+&&"+$ ,%$ %7(%" $ +$ 0 %&(%" $#*/")*(  $)*"" ,%$
=	" ) 2$)* ( %@ ") +&&"+$)($0 ,(-$* -($ !$$6  
+)+* ,%$ AB G 2( )  &&*  -( $ ( ( ") # * =	" 0+ (-(*$
-)$-1(+$  )*( 2( )!* %$$ *0+#&"$6;?BE< () +$
# * * +#/(%. " (* (%$)1+( $'+$* ** ,(+)+*5)$1)*
(%" $-+(# *=	"!+&&"*+$( &&* 	 $DBG+)+*("*$6
(() +$)
*/")*()+$()&"*+$(%7(+&&# *	" $ %.$
-+( ( &&*  
 ") "0  )%" (* +$ # * #%7"%(  0+# (* $ +)* $
+#)*0*6 +)+*$""(( **5+))((+&&"+$# *%@5-($#%(*
 ) )( +* 9DB 8 ?>> G5 6 @F: +$  # #$ ( (-(*+$6 ( "" 0$
( **($*" * +)+* ?>G6

(*( #((%" $+)* $-+($"%0+)/$** ) (*96A>:6) &&* 
 -+( +) %7)2*0*# (%" $ +$ (%" $#*/")*( ()*""*5  
$)" ))$ () +$ " (*   (%$)1+(   $ '+$* ** ,( +)+*6  
+&&"+$)+)+*(!* %$ )) &&* )# *	7(%7+9") ( ):-(
# * ACG )( ( $5 -) ,(#+*"  +   )"* +" *1* ) "*$5
%. * %$)#& $" $ $0) 0+(2!0+2($ -(5 )  -+( $ * - *(
%&* # (*6 $*)2*0+$ ) 7*(# $"$ # $) +$ ( 7*(# $"$ (%$)1+(
" (*  ") 7"06   $)" ))$ !* %$ # * #%7"%(  2(* 0+#
(* $+)* $6 +)+*$5+))((2(5-($# *DA8?>>G- (+#
#%(* ))(+*96A>:5 +)+*2(""C( **" FG6
 @A

Abbildung 30. Syntheseschema zur Herstellung des trimeren Prolin Bausteins 16 
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Abbildung 31. Vergleich der drei verschiedenen 
Kupferverbindungen in einer Modellreaktion (rechts). Die 
Reaktionen wurden per HPLC-Analyse von Testabspaltungen nach 
der spezifizierten Zeit verfolgt (oben). 
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Abbildung 32. Schema der Reaktion B, die das Peakmuster der LC-MS Analyse (Abb. 33, rechts) 
erklärt. Bei Reaktion A wurden die beiden Alkine 11 und 19 in umgekehrter Reihenfolge ligiert.  
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Abbildung 33. LC-MS der beschriebenen Reaktionen A (links) und B (rechts) 
Peak # 1: Nur ein BBN(7-14) ligiert 
Peak # 3: Produkt, BBN(7-14) und JMV594 
Peak # 1: Nur ein BBN(7-14) ligiert 
Peak # 2: Nur ein BBN(7-14) ligiert 
Peak # 3: Nur ein JMV594 ligiert 
Peak # 4: Zwei BBN(7-14) ligiert 
Peak # 5: Produkt, BBN(7-14) und JMV594
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Abbildung 34. Synthese von TBTA 
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Abbildung 35. “Click“-Reaktion zur Ligation des Bombesinderivats 12 mit dem Fmoc-geschützten 
trimeren Baustein Fmoc-Pro-(4S)Azp-Pro-OH 13 
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Abbildung 36. Konditionen für die “Click“-Reaktion in Lösung und die daraus resultierende 
zeitabhängige Ausbeute anhand der Reaktion von 12 mit 13  
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Abbildung 37. “Click“-Reaktion zur Ligation des Bombesinderivats 11 mit einem Fragment des 
Oligoprolin-Gerüsts in Lösung 
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Abbildung 38. LC-MS der Reaktionslösungen. A Produkt 15 (M= 2060.35 g/mol, MS zeigt Verlust 
einer Boc-Gruppe) und überschüssiges Edukt 12 (M=1487.74 g/mol, ebenfalls ohne eine Boc-Gruppe) 
B Produkt 14 (M= 2251.58 g/mol, MS zeigt Verlust einer Boc-Gruppe) und Edukt 11 (M=1678.97 
g/mol, ebenfalls ohne eine Boc-Gruppe) 
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Abbildung 39. Aufreinigung von 14 via MPLC. Die Fraktionen wurden mittels analytischer HPLC 
charakterisiert. Die reinsten Produktfraktionen (roter Balken) wurden vereinigt und erneut mittels HPLC 
analysiert (“HPLC nachher“). Das UV-Signal des MPLC Detektors spiegelt nicht die HPLC 
Chromatogramme wieder. Der Effekt kann auf Probleme mit dem Detektor (Lampe mit geringer 
Intensität) oder auf eine ungleichmässige Verteilung des Analyten auf der Säule zurückzuführen sein. 
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90% A - 30% A in 15 min
A = 60 % DMF / 40 % H2O; B = 60 % DMF / 40 % ACN
C-18 Säule 230x15 mm, 15 ml/min
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Abbildung 40. Zusammenfügen der Bausteine – hier am Beispiel der Synthese von Hybridligand 2 
und die dafür untersuchten Kupplungsreagenzien 
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Abbildung 41. Testabspaltungen 
der beiden Ansätze, analysiert via 
LC-MS. Der Peak C kann dem 
Produkt zugeordnet werden 
([M+2H+]2+, 11 und 12 wurden 
gekuppelt). A, B stellen Fragmente 
unvollständiger Kupplungen dar 
(nur 12 oder nur 11), D entspricht 
dem acetylierten Fragment der 
Kupplung von 11. 
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Abbildung 42. A synthetisierte Peptidsequenz B Entwicklung der Kupplungsausbeuten (angegeben 
als UV Absorption des Fmoc-Tests), Fmoc-Test nach der ersten Kupplung als 100% definiert. Jede 
der drei Kurven stellt den Mittelwert der drei Synthesen dar, die mit der entsprechenden 
Kupplungsreagenz durchgeführt wurden (2h RT, 10 min MW 80°C, 20 min MW 80°)  
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Abbildung 43. Vorgeschlagener Mechanismus der unbeabsichtigten Acetylierung 
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Abbildung 44. Verbindungen für CD-Spektroskopische Untersuchungen 
 
Abbildung 45. CD Spektren der Verbindungen 37 und 48. Aufgenommen bei einer Konzentration von 
35μM jeweils als Dreifachmessung, die Werte sind normalisiert auf 260 nm = 0 Θ.  
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Abbildung 46. Bisherige Syntheseroute zu NODAGA(tBu3) 
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 Abbildung 47. Beschriebene Syntheseroute zu NODAGA(tBu3) 
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4. Biologische Evaluierung der Liganden 
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Abbildung 48. Arbeitsschritte des Internalisierungsexperiments. Die blauen Pfeile stellen die 
Liganden dar, die Zellen sind in orange.
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Abbildung 49. Internalisierungsexperimente mit den agonistischen Bombesin-Oligoprolinkonjugaten 

Tabelle 6. Internalisierungsexperimente mit den agonistischen Bombesin-Oligoprolinkonjugaten





%'#!*"
 

%'#!*"

 
!	
"
47==	&51& 8?08@80: 80=@60< 9
47==	&51' 8;06@=07 80;@707 8
47==	&51( 9?0:@80; 80>@708 8
47==	&51) 9<0?@60> 80;@607 8
4777 51 8?06@809 :09@609 
2.5 pmol radiomarkierter Ligand / 1 Mio. Zellen. Daten für [111In]-AMBA nach 240 min. aufgenommen.[22] Die 
Internalisierungsexperimente zu 8 wurden von Eleni Gourni (Universitätsklinikum Freiburg) durchgeführt. 
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Abbildung 50. Internalisierungsexperimente mit den antagonistischen Bombesin-Oligoprolinkonjugaten 

Tabelle 7. Internalisierungsexperimente mit den antagonistischen Bombesin-Oligoprolinkonjugaten
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2.5 pmol radiomarkierter Ligand / 1 Mio. Zellen. Daten für [111In]-RM1[22] und 10 nach 240 min 
aufgenommen. a Bei zwei der drei Internalisierungsexperimente wurde nur zu einem Zeitpunkt (240 min) 
die Internalisierung und oberflächliche Bindung bestimmt. Diese zwei Experimente wurden von Andreas 
Jodal, Martin Behe und Stefanie Dobitz am Paul Scherer Institut durchgeführt (Villigen, Schweiz). 
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Abbildung 51. Internalisierungsexperimente mit den Hybridliganden 

Tabelle 8. Internalisierungsexperimente mit den Hybridliganden und Vergleich zu den 
Kontrollexperimenten
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1 .177/+& 34*6;5*4 15*9;1*4 3
2 .177/+' 56*5;3*1 9*6;0*2 3
3 .177/+( 35*1;1*2 6*4;2*3 2
4 .177/++ 25*0;7*1 2*5;1*1 2
5 .177/+)..177/+* 18*4;0*3 8*0;0*4 1
2.5 pmol radiomarkierter Ligand / 1 Mio. Zellen. Bei der Kombination von 4 und 5 wurden jeweils 2.5 pmol 
verwendet. 
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[177Lu]-2 - internalisiert
[177Lu]-2 - gebunden
[177Lu]-1 - internalisiert
[177Lu]-1 - gebunden
[177Lu]-3 - internalisiert
[177Lu]-3 - gebunden
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Abbildung 52. A Sequenz des GRP-R – in blau die Aminosäuren, die entscheidend für die Bindung 
des Agonisten sind, in rot die Aminosäuren die entscheidend für die Bindung des Antagonisten sind, 
die hellblauen Aminosäuren tragen zur Spezifizität von BBN für GRPR gegenüber dem verwandten 
NMB-R bei (Grafik übernommen aus [169] und bearbeitet); B Homologie Modell der GRPR 
Rezeptorstruktur, die im Text erwähnten Aminosäuren sind hervorgehoben, rot/blau gibt die 
Zuordnung Antagonist/Agonist wieder. Blau: Gln121, Pro199, Arg288, Ala308; hellblau: Phe185, 
Ala198; rot: Thr297, Phe302, Ser305. 
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Abbildung 53. Zwei hypothetische Möglichkeiten die zur Internalisierung von Hybrid 2 führen  
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Möglichkeit A: Möglichkeit B:
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Abbildung 54. Externalisierung des monovalenten Agonisten 4, Dissoziation des Antagonisten 5 und 
Externalisierung des Hybridliganden 2 nach jeweils 240 min vorheriger Inkubationszeit auf PC-3 Zellen 
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Inkubationszeit [min] Inkubationszeit [min] Inkubationszeit [min]
50.2 ± 1.1 % (240 min) 
verbleiben internalisiert
4 5 235.06 % (240 min) 
verbleiben gebunden
63.2 ± 0.53 % (240 min) 
verbleiben internalisiert
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Abbildung 55. Sättigungsexperimente mit 1; Gezeigt sind zwei unabhängige Experimente, A inklusive 
des gesamten Datensatzes. Von der Menge an gebundenem Liganden (schwarz) wurde die Menge an 
unspezifisch-gebundenem Liganden (rot) subtrahiert, um zu der Menge spezifisch, also 
rezeptorgebundener Liganden, zu gelangen. Für B ist nur der Fit der spezifisch gebundenen Fraktion 
gezeigt. 
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Tabelle 9. Zusammenfassung der Sättigungsexperimente und der Vergleich zu den Ergebnissen der 
Internalisierungsexperimente. Angegeben sind die Mittelwerte der durchgeführten Experimente, 
Standardabweichungen sind zusammengeführt aus den Standardabweichungen der einzelnen Experimente. 
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a Bestimmt nach 2 bzw. 4h Inkubation bei 4°C. b Separates Experiment bei 37°C (siehe Kapitel 4.1.), 
Daten für [111In]-RM1 und [111In]-AMBA nach 240 min aufgenommen.[22] 
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Abbildung 56. Internalisierungsexperiment bei 4°C mit 4 (A) und 5 (B)  
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Tabelle 10. Übersicht über die durchgeführten Tierexperimente. 
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Abbildung 57. Zeitfenster aus einer dynamischen PET Aufnahme. Die Kontrasteinstellungen wurden 
konstant gehalten, die abgebildeten Schichten (2 mm) sind jeweils gleich, und in den oberen 
Bildreihen auf den Tumor fokussiert, in den unteren beiden Reihen auf die Nieren (die Lage der 
Schichten sind im 15-20 min Zeitfenster eingezeichnet). 
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Abbildung 58. Erläuterung zu PET/CT Bildern am Beispiel von Hybridligand 2: Je nach Kontrasteinstellung 
sind in der Computertomographie (CT) nur das Skelett (A) oder auch Weichteile (B) zu erkennen. Die 
Kombination mit der Aktivitätsverteilung aus der PET-Aufnahme (C) ergibt ein PET/CT Bild, bei dem die 
funktionelle Bildgebung (Aufnahme des Liganden) in einen morphologischen Kontext gesetzt wird. 
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Abbildung 59. PET/CT Aufnahmen von 3 MBq / 100 pmol [68Ga]-2, 1 h p.i.; 30 min Scan 
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Abbildung 60. PET Aufnahmen von 
Mäusen mit blockierten GRP-
Rezeptoren. 1 MBq / 100 pmol [68Ga]-2  
1 h p.i., 45 bzw. 60 min Scan 
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Tabelle 11. Biodistribution von [177Lu]-2 nach 4 h (n = 4 Mäuse + 1 Maus ohne Tumor) und 21 h p.i.  
(n = 3 + 1). Die Daten für jedes einzelne Tier sind im Anhang aufgeführt (7.4.) 
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Abbildung 61. Biodistribution von [177Lu]-2 im Vergleich zu [111In]-RM1 und [111In]-AMBA 

 !'#%&  +%   $# ! &     %  
% %!  $
*#   &!# 7<<00 A<83 ##  % %
    $ 
# +  # +!   -4! !' %  # &  

 7! $%8 &  

< 7 %! $%8 ($% $  &  %(% *#   
# % %#$&3&!#& $% ?&%-#$ 
 #  	   7?2 <C3AE 68 &  '#%   ,#  & $'&3 <B
%&   $",%# $   &# <C E $ 	   &$  &!# &$($  (!# 
7 # )%#"!#% & =?  %&  2 =<3@ E83 $  %$"#% +  & 
#%'  5$!&%5 $ ! $%  
 7 A= 80  &# $$   % & 
'!  
  &#   . % $#%$ '!  %#,% 7?2 >3BE83  &  $
 %! $% 

<$% '#%&  # . ##7<>3@E68$'! 
*#0## %! $%(#&%$ #&$($ 3=?%&  
$ #%$#$@;E#%'%,%&$&!#&$($ 7& A=83
& $*#    # &  #$ $%%($-#$  
 &!#& %!3##+&
+%!0$$& '! 
*#        #$ ( # $  $! ! $%0 ($ $    
$  %$$# &!#2 #$#,% $+%72;3D1
2;3<13<=83
&    #$'! % % (,#'!#&$$% %$!!0
4


+"%!# %  &    #$ $%  ## $   #$ '! 
%# 39<CB:
0
10
20
30
40
50
60
Bl
ut
 
He
rz
 
Le
be
r 
M
ilz
 
Lu
ng
e 
Ni
er
en
 
M
ag
en
 
Da
rm
 
Ne
be
nn
ie
re
 
Pa
nk
re
as
 
M
us
ke
l 
Kn
oc
he
n 
Tu
m
or
 
%
 IA
/g
 
4 h 2 21 h 2 4 h RM1 24 h RM1 4h AMBA 24 h AMBA 
  4 h   [177Lu]-2 4 h   [111In]-RM1  4 h   [111In]-AMBA
  21 h [177Lu]-2 24 h [111In]-RM1  24 h [111In]-AMBA
 ?=
 )#" & &$"& &(# ## #  
&# '( ' &/''& &$!"4
#+/#!'(*$&!!"#)&&#) ($#'&('-+'###
(%)# (#2&+&((+0&#'#!!&)'')#&##0&!'4
 
& '( # '& '(&!)#''#'(*' &#2 '$ ''  & (&%)('#
#+#)# *$# &$"& &(# %(#  
& #& & (&!)#'$''5
!"(&##  ($&# '(4 '! +& $(&%%(#(# " $&! &
#!)# # #)'$# *$#  ($#'# "#$'.)&# #2 )" 

&#)# ($#-)'.((#)#)#"'$!##-)&)-&#48<<9
&'&$#
&#)#"'('+&-)& !.&#2#"/!&&)#'(
%$(#(!! /& 
(($!)# ' (&$*!#(# ##2  )&  #
'+ ''# '(# $%%!( '$ $ '#  /##(2 !'  : $& 4
#'%&(2'';2#+(&#(+ !(':"(#"''#%&#5
%& -+'#  )# 	=@<2  # /& )#" #  
&# -( !'
:48:?>9)')(!/&$! )!&+(*$# /##(#$!!'%!#4

&)#'.(-! '()#"' &$"& &(#,&!## #!!#&#
&# #&2  
!.&)# ' #(&&)#' '( '& )(2 +' ) # " '&
*$&(!(#)"$&3!)( )#)"$&3)' ! &.!(#'+&'%!(+& 6!!
:;74
 
Abbildung 62. A Diagramm zur zeitlichen Entwicklung der Anreicherung der Liganden in Tumor, 
Niere und Pankreas in % IA/g. B Die Aufnahme der Liganden nach 4 h Stunden wurde als 100 % 
definiert, die Graphen zeigen die relative Entwicklung der Aktivitätsanreicherung im Tumor. 
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Tabelle 12. Vergleich der Tumor:Organ Verhältnisse des Hybrids 2, des Agonists AMBA und des 
Antagonists RM1 
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Abbildung 63. PET-Aufnahmen 1 h 
nach Injektion von 1 MBq [68Ga]-1
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Tabelle 13. Biodistribution von [68Ga]-1, 1 h p.i. .
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Abbildung 64. PET Aufnahmen 1 h nach Injektion von 100 pmol (1 MBq) [68Ga]-8 
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5. Zusammenfassung und Ausblick 
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Abbildung 65. Aufbau zum 
Abspalten eines Peptides von 
Sieber Amid Harz 
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1H-NMR (400 MHz, CDCl3) Hauptkonformer: δ = 4.77 (dd, 1H, Pro5<); 4.54-4.44 (m, 2H, Pro5
<); 3.88 - 3.7 (m, 2H, Pro5?); 3.72 - 3.51 (m, 4H, Pro5?); 2.28 - 1.75 (m, 12H, Pro5=6>); 
1.47-1.41 (m, 18H, tBu, Boc);  
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Abbildung 66. Radiochromatogramm 
zur QC, in rot das markierte Produkt 
[177Lu]-1 (Peak 2, 99%), in grün das 
freie Lutetium (Peak 1, 1%).
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Abbildung 68. Carboxyl-funktionalisierte CD-Modellverbindung 31 und Phospholipide DPPC und DMPG 
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Abbildung 69. Carbonsäure-Modellverbindung 
31 in PBS / n-Propanol, 40 μM, 24 h inkubiert 
bei 37°C. 

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Abbildung 51. Carboxyl-funktionalisierte CD-Modellverbindung 31, 40 μM in PBS, pH = 7.4, Zusatz 
von DPPC und DMPG Phospholipid-Vesikeln, 24 h inkubiert, 37°C, leichte Agitation (Thermoshaker) 
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Abbildung 52. CD Spektren des Oligoprolins 32 und des Bombesinderivats 33, jeweils 40 μM in PBS, 
pH = 7.4, inkubiert für 24 h bei 37°C 
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Tabelle 14. Biodistribution von [177Lu]-2, 4 h p.i. . 
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Tabelle 15. Biodistribution von [177Lu]-2, 21 h p.i. . 
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